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摘要 : W ”是 本 研究 组 通过 诱 变 获 得 、Kz 无 义 突变 的 白斑 小 鼠 。 突 变 基 因 杂 合子 小 鼠 腹部 、 四 肢 胶 端 及 尾 
尖 晶 化， 其 部 分 精 曲 小 管内 无 精 原 细胞 。 突 变 纯 合 子 小 里 在 豚 胎 后 期 色 详 苑 日 、 个 体 禾 小 ， 于 出 生前 后 死 志 ; 血 
液 学 检查 发 现 纯 合子 小 鼠 血 色素 极 低 且 红 细胞 变 大 ; 18.5 天 胚胎 的 连续 切片 可 见 精 曲 小 管 轮廓 从 清晰 ， 精 原 细胞 
分 散 分 布 于 墨 丸 间 质 ,， 未 迁 入 精 曲 小 管 ， 卵巢 结构 节 乱 ， 无 明显 的 原始 卵泡 结构 ; 肯 髓 等 融 官 组 织 未 见 显赫 异 关 。 
结论 : Ki 无 义 突变 不 仅 导 致 了 W-” 杂 合子 小 鼠 白斑 形成 及 纯 合 子 小 鼠 贫血 死亡 ， 同 时 影响 生殖 腺 发 育 。 
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Gonadial Abnormality and Homozygous Decease from the 


Nonsense Mutation of Kit in Wo Mouse 
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2. Comparative Medicine Center of Yangzhou University, Yangzhou 225009) 


Abstract: The W™® mouse, which was obtained in previous ENU mutagenesis project, is a new mutant caused by 
the nonsense mutation of Kit gene. Mating and gross observing combining with PCR and sequencing were used for 
determining the genotypes of the W™®° mice. Embryonic development, hematological detection and histopathologic 
section methods were used for their phenotype analysis. The results showed that the W™ 3" 
white limb terminals and white tail tip. However there was no difference of the external appearance among the W™3°", 
W™Ba3Bao and wild type mice for the embryo of 12.5days. The W™®°3Ba0 embryos looked pale since pregnant 14.5days 
and dwarf since pregnant 16.5days. The extremely low level of haematochrome and big red blood cells of WBa0 
18.5-day-embryos were found in the inspections of blood routine items and blood smear, which resulted in death of 
Wasao35ao homozygous mouse around being born, and no live postnatal Weo3aao mouse was found in this study. No 
spermatogonium at different developmental stages was found in some contorted seminiferous tubules in adult W 3 
mouse. At the age of 18.5-day embryo, the spermatogonium of WB mice only lied in interstitial tissue and no one 
lied in contorted seminiferous tubules, while the spermatogonium of W™3° or W mice lied in interstitial tissue and in 
contorted seminiferous tubules In the same time. At the age of 18.5-day embryo, cells arranged irregularly and primordial 
follicles were not seen in the WB ovaries, while primordial follicles appeared clearly in the ovaries of WP or 
W' mice. We concluded that because of the nonsense mutation of Kit gene, the War mice show white spot and 
abnormal development of some contorted seminiferous tubules. The W™ °°Bao mice die around birth resulting from 
severe macrocytic anemla and Show abnormal genital glands of both genders. 


mouse was white belly, 
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功能 基因 研究 的 策略 之 一 是 获得 某 一 基因 的 
众多 突变 体 ， 通 过 对 访 基 因 突 变 群 体内 表现 型 及 基 
因 型 的 比较 分 析 ， 推 导出 特定 基因 的 生物 学 作用 
(Balling, 2001; Fu, 2003)。Kit 是 一 个 著名 的 与 发 育 相 
天 的 基因 ， 其 编码 的 乍 白质 是 位 于 细胞 膜 上 的 酷 氨 
酸 激 酶 受 体 ， 探 制 痢 血细胞 、 黑 色素 细胞 、 原 始 生 
殖 细 胞 、 听 和 毛 细胞、 肥大 细胞 以 及 小 肠 Cajal 细 胞 等 
的 发 育 (Geissler et al 1988: Chabot et al, 1988; Cable 
et al, 1994; Huizinga et al, 1995; Broudy，1997; 
Rajaraman et al 2003; Magnol et al 2007)。 全 2008 
年 10 月 ,小 限 CMus asculius) 基 因 组 数据 库 (Mouse 
Genomic Informatics，MGI) 中 已 经 收录 97 种 不 同 
的 Kit 突 变 体 ， 这 些 众多 的 Kit 突 变 系 小 女 对 Kit 的 功 
能 研究 发 挥 了 重要 作用 。W “是 本 研究 组 通过 
ENU (乙酰 基 亚 人 硝 基 脲 ) 诱 变 获得 的 呈 单 基因 显 性 
遗传 的 白斑 突变 系 小 上限 ; 通过 连锁 分 析 法 ， 以 微 卫 
星 为 标记 把 白斑 突变 基因 定位 于 第 5 号 染色 体 距 寿 
丝 粒 41.57 一 42.91cM 之 间 (Wu et al，2003), 确定 Kit 
为 白斑 候选 基因 ; 在 此 基础 上 , 已 经 鉴定 出 WKit 
基因 编码 区 第 441 碱 基 工 斯 换 为 A, 使 得 第 147 位 秸 码 
子 由 UAU 变 为 终止 密码 子 UAA, 这 一 无 义 突变 导致 
KZ 编码 梨 白 提前 终止 (Xue etal，2007)。 根 据 国际 
通用 命名 规则 , 该 小 鼠 被 命名 为 W ,收录 在 MGI 
数据 库 中 (http://www.informatics.jax.org/javawi2/ 
servlet/WIFetch?page=alleleDetail&key=27699) 。 尺 
管 有 关 W- -小 鼠 的 研究 工作 已 经 不 少 ， 但 是 一 直 
未 能 获得 突变 基因 纯 合 子 小 局， 更 不 知道 纯 合 子 小 
鼠 的 表 型 特征 。 本 文 以 W ”小 鼠 为 研究 对 象 ， 研 
宛 其 表 型 特征 以 及 豚 胎 发 育 过 程 ， 发 现 突 变 杂 合子 
小 鼠 部 分 精 曲 小 管 发 育 开 单 ， 纯 合子 小 鼠 因 为 大 红 
细胞 性 贫血 在 出 生前 后 死亡 、 生 和 殖 腺 发 育 寞 第。 该 
小 女 不 仪 仅 是 Kit 基 因 功 能 研究 的 好 材料 , 也 是 研究 
生殖 细胞 有 发育、 胚胎 造血 机 制 的 理想 模型 。 


1 材料 和 方法 


1.1 实验 材料 

1.1.1 实验 动物 和 饲养 条 件 WwW” 突变 杂 合子 小 
鼠 及 其 背景 品系 C57BL/6J(B6) 小 鼠 由 扬州 大 学 比 
较 医 学 中 心 及 杭州 师范 大 学 实验 动物 中 心 提 供 。 实 
验 动物 生产 许可 证 : SCXK ( 浙 ) 2005 一 0020， 使 
用 许可 证 : SCXK (〈 浙 ) 2005 一 0071。 动 物 饲 养 在 
屏 隐 环境 的 动物 房 内 ， 饲 喂 浙江 省 实验 动物 中 心 小 
鼠 全 价 饲 料 ， 自 由 采 食 和 饮水 ， 室 内 温度 控制 在 
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(23+2) 'C， 温 度 控制 在 (55+5) %， 室 内 照明 采 
用 12 : 12h 明 暗 交 替 。 

1.1.2 ”主要 试剂 .引物 及 仪 吉 ”LA Tag polymerase、 
Pyrobest ”DNA Polymerase 购 自 宝生 物 工程 (大 连 ) 
有 限 公 司 ; QIA quick Gel Exaction Kit 购 目 QIAgen 
公司 ; 测序 委托 上 海 生 工 生物 工 程 公司 进行 。 依 据 
前 期 对 突变 基因 鉴定 的 研究 结果 ， 本 实验 针对 
W-”3 突 变 位 点 在 基因 组 上 的 位 置 设 计 履 盖 突 变 位 
点 的 PCR 引 物 : 上 游 引 物 为 5'-GAATGCTGGTAT- 
GTTGGAGG-3'’; 下 诉 引 物 为 5'-ACAGGATGG- 
AAGAAAGAGGC-3'， 预 计 扩 增 片 段 长 为 750 bp 
(Xue et al,2007)。PCR 仪 为 BIO-RAD 的 PTC-200; 
血 常 规 检 测 仪 为 日 本 SYSMEX 公司 SYSMEX 
KX 

1.2 方 法 

1.2.1 突变 小 鼠 的 繁殖 方法 与 表 型 特征 观察 首 
先 将 W 突变 杂 合 子 小 鼠 互 交 ， 观 察 后 代 小 鼠 的 
表 型 变化 , 再 将 这 有 白斑 的 后 代 小 忌 与 正常 B6 小 忌 
交配 ， 根 据 后 代 是 人 否 有 正 第 小 鼠 判 断 杀 代 小 鼠 是 否 
为 突变 基因 纯 合 子 。 随 后 ， 将 W-” 所 突变 杂 合 子 小 
忌 互 交 ,， 每 日 行 阴 道 栓 检查 ， 见 栓 者 记 为 孕 0.5 天 ， 
分 别 在 孕 10.5、12.5、14.5、16.5 及 18.5 天 齐 检 母 
眼 ， 肉 眼 观察 胎 鼠 及 初生 小 鼠 的 表 型 特征 ， 对 可 疑 
的 异常 小 鼠 进 行 编写、 基因 型 鉴定 、 血 液 学 及 组 织 
病理 切片 检查 。 

1.2.2 血液 学 检查 ”将 2 月 龄 W353* 突 变 杂 合子 小 
鼠 与 背景 B6 小 鼠 公 母 各 20 只 ， 眶 静脉 采血 用 于 血 
涂 片 及 血 常 规 检测。 将 胚胎 18.5 天 小 忌 断 头 采 血 
20 kL， 经 0.5 mL 抗 凝 稀释 液 秘 释 后 用 SYSMEX 
KX-21 血细胞 目 动 分 析 器 检测 ， 竺 基因 型 鉴定 后 分 
组 。 纯 合子 小 忌 4 只 为 观察 组 ， 杂 合子 和 野生 型 共 
4 只 设 为 对 照 组 。 采血 同时 ， 取 适量 血液 做 血 涂 片 ， 
玉 氏 后 染色 后 镜 检 。 数 据 统 计 方 法 为 | 检验。 

1.2.3 组 织 病 理学 检查 2 月 龄 正常 B6 小 鼠 及 
Wo 杂 合子 小 鼠 各 6 只 ， 每 种 小 鼠 雌 雄 各 3 只 ， 

脱 颈 椎 处 死 ， 取 脑 、 心 、 肝 、 脾 、 肺 、 红 、 胸 腺 、 

芭 上 腺 、 小 肠 组 织 、 小 肠 淋巴 结 和 生殖 腺 等 主要 及 
器 ， 用 4% 甲醛 固定 。 取 18.5 天 胎 龄 的 正常 及 苍白 
的 整体 胎 鼠 各 6 只 ， 经 Bouin 液 固定 。 整 体 胚胎 或 
组 织 块 适当 修 硼 后 ， 第 规 胶 水 、 浸 晴 、 包 埋 、6hm 
厚度 切片 (整体 且 胎 行 连续 切片 , 每 10 片 取 1 片 )、 
HE 染色 和 镜 检 。 

1.2.4 突变 小 忌 的 基因 型 鉴定 







































































样本 基因 组 DNA 
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的 准备 : 将 有 待 基因 型 鉴定 的 突变 系 小 鼠 编 号 并 剪 
取 0.5cm 孔 尾 ， 参 考分 子 殉 隆 手册 ， 采 用 和 集 白 酶 K 
消化 、 酚 氯仿 法 提取 基因 组 DNA (Sambrook et al 
2002)。PCR 扩 增 : PCR 反 应 体系 为 S0nL， 其 中 基 
因 组 DNA 模 板 2pL， 上 游 引 物 0.5SnL(S0pmolhL)， 

下 游 引 物 0.5 nL(50pmol/nL),10xReaction buffer( 含 
Mg”')5 nL, dNTP(10 mmol/L) 1 nL, LA Taq 
polymerase (5U/nL) 0.5nL， 补 火苗 超 纯 水 至 总 体积 
50uL。PCR 反 应 条 件 : 94C 预 变性 3min; 94°C 35s， 
54'C 35s，72'C 80s，35 个 循环 ， 最 后 在 72C 延伸 
10min。 测 序 及 基因 型 鉴定 : PCR 产 物 胶 回 收 后 送 
F 海 生 工 测序 部 测序 ， 测 序 结果 用 DNAstar 比 对 寻 
找 突 变 部 位 后 ， 再 用 Chromas 软 件 观 察 测 序 峰 图 ， 

依据 先前 研究 结果 ，Kz 基 因 编 码 区 第 441 位 碱 基 处 
出 现 明 显 重 著 波 (T 与 A) 为 杂 人 合子， 出 现 单一 T 波 




















为 野生 型 ， 出 现 单 一 A 波 为 突变 纯 合 子 小 鼠 (Xue et 
al，2007) 。 


2 人 六 


2.1 。 W™ 白斑 小 鼠 的 遗传 实验 

将 W- "白斑 杂 合 子 〈 图 1) 互 交 繁殖 了 30 只 
小 鼠 ， 在 子 代 小 鼠 中 均 未 出 现 新 的 表 型 或 见 到 白斑 
区 域 显 著 扩 大 。 将 30 只 杂 合 子 互 交 后 代 ( 有 白斑 ) 
与 正常 B6 配种 ,每 一 久 后 代 均 见 到 正常 毛色 的 子 代 
小 鼠 ， 故 推测 这 30 只 杂 合 子 互 交 后 代 白 斑 小 鼠 均 
为 杂 人 合子， 而 纯 合 子 小 鼠 可 能 在 胚胎 期 死亡 。 
2.2 W- “小 鼠 的 胚胎 发 育 

将 W- 2 杂 合 子 小 鼠 配 种 检 栓 , 在 孕 10.5、12.5 
天 剖 检 母 鼠 各 $ 只， 肉眼 未 见 胎 鼠 异常 ， 至 孕 14.5 











图 1 W ”突变 小 鼠 
Fig. 1 The Wo3ao mutant mouse 
突变 基因 杂 合 子 表 型 为 腹部 、 四 胶 末端 及 尾部 末端 白化 ， 右 侧 为 Kit 突变 位 点 (A/T 杂 合 子 )。 
The heterozygous shows white belly, limb terminals and tail tip. Right picture shows the mutation, site of Kit, which is the heterozygous of A and T. 








天 , 部 分 胎 鼠 身体 稍 白 , 大 小 形状 基本 正常 ; 孕 16.5 
天 ， 可 见 所 有 胎 忌 存活 、 活 动 ， 部 分 胎 鼠 明显 个 蝗 、 
个 体 略 小 ; 孕 18.5 天 ， 胎 鼠 全 部 存活 、 活 动 正 常 ， 
部 分 胎 鼠 明显 苍白 ， 个 体 敌 小， 初生 小 鼠 中 稼 见 死 
台 ， 存 活 小 鼠 外 观 正 常 ， 未 见 色泽 苍白 小 鼠 。 结 合 
基因 型 鉴定 ， 发 现 苍 白 胎 鼠 及 出 生死 亡 小 鼠 为 突变 
基因 纯 合 子 小 女 ， 突 变 杂 合子 胎 鼠 与 野生 型 小 鼠 外 
观 无 区 别 ( 图 2，3)。 本 实验 一 共 解 剖 10 只 孕 18.5 
天 母 鼠 , 获得 胎 鼠 56 只 , 其 中 色泽 苍白 小 鼠 12 只 ， 
色泽 苍白 小 鼠 与 全 部 胎 鼠 的 比例 与 理论 上 纯 合 子 
小 鼠 数量 相近 ， 说 明 纯 合子 小 鼠 可 以 存活 至 孕 18.5 
天 至 出 生前 后 。 
2.3” 血 涂 片 及 血 常 规 检测 

对 2 月 龄 左右 的 W 白斑 小 鼠 与 B6 背景 小 鼠 
血 涂 片 观察 及 血液 常规 分 析 未 发 现存 在 差异 〈 结 
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图 2 ”部 分 标本 Kit 基因 突变 区 基因 组 局 部 的 
PCR 扩 增 产物 
Fig.2 PCR Product of local genome 
第 1 沪 道 为 DL2000 DNA marker, 第 2、3 泳 道 为 Kit 基因 组 扩 增 产物 。 
Lane 1 was DL2000 DNA marker; Lane 2 and 3 were PCR products of 


local genome. 
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图 3 孕 18.5 天 胎 鼠 外 观 及 基因 型 鉴定 


Fig.3 External appearance and genotypes of mouse embryos of 18.5-day old 
下 列 为 18.5 天 胎 鼠 ， 上 列 为 对 应 基因 型 ， 中 间 两 只 胎 鼠 外 观 苍白 ,个 体 敌 小 ， 为 突变 纯 合 子 小 鼠 ， 左 侧 两 只 为 野生 型 胎 眠 ， 右 侧 两 只 为 区 合 


型 胎 鼠 ， 野生 型 及 杂 合 型 色泽 红润 、 形 态 大 小 正常 ， 外 观 无 明显 区 别 。 


Lower: 18.5-day-embryos; Upper: the genotypes of corresponding mice. The two mice in the middle are homozygous, they look pale and dwarf. The 


right two mice are heterozygous and the left two mice are wild type, all of them look ruddy and normal. 


果 未 显示 )。 胚 龄 18.5 天 的 野生 型 或 突变 杂 合 子 小 
鼠 血 液 色泽 深 红 ， 镜 下 血细胞 数量 多 ， 细 胞 大 小 形 
态 正 常 。 与 野生 型 相 比 ， 胚 龄 18.5 天 的 突变 纯 合子 
小 鼠 血 液 颜 色 明 显 浅 淡 ， 血 涂 片 中 细胞 数量 较 少 ， 

红细胞 形状 正常 、 直 径 显 著 增 大 〈 图 4)。 血 常规 检 
测 见 突变 纯 合 子 小 鼠 的 红细胞 (RBC) 数量 、 血 红 
重 日 量 CHGB )， 红 细胞 压 积 〈HCT) 显著 低 于 野 
生 型 或 杂 合 子 ; 









和 i \ 


突变 纯 合 子 小 有限 的 平均 红细胞 体 


积 (MCV)、 平 均 血 红 重 白 含 量 (MCH)、 平 均 血 
红 香 白 浓度 (MCHC) 显著 高 于 野生 型 ， 突 变 纯 合 
子 小 鼠 的 血小板 (PLT) 数量 低 于 野生 型 或 杂 合 
经 统计 学 检验 ， 上 述 数据 均 有 显 闭 差异 性 。 结 合 血 
涂 记 观察， 突变 纯 合 子 小 忌 被 诊断 为 大 红细胞 性 贫 
血 。 有 具体 数值 见 表 1。 
2.4 组 织 病理 学 观察 

Wo 杂 合子 小 鼠 脑 、 心 、 肝 、 脾 、 肺 、 肾 、 








图 4 本 研究 中 小 鼠 的 血 涂 片 
Fig.4 Pictures of blood film for the mice studied 


a: 突变 基因 纯 合子 小 忌 W ”wb: 野生 型 小 鼠 B6”。 瑞 氏 染 色 x400。 
. Wright's staining x400. 


a: From the homozygous mouse W38ao38Bao, b: From wild type mouse B6 


+/+ 
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表 1 本 研究 中 小 鼠 的 血 常规 检测 结果 


Tab.1 Detection results of blood routine items for the mice studied 


野生 型 及 突变 杂 合 子 小 鼠 (X+9) 
Wild type and heterozygous mice 


白细胞 数量 (WBC)(x10”) S+1.14 
红细胞 数量 (RBC)(x10"”) 3.12+0.69 
血红 和 蛋白 量 (HGB)(g/L) 107.50+18.43 
红细胞 压 积 (HCT)(L/L) 0.341+0.069 
平均 红细胞 体积 (MCV)(fL) 109.85+6.68 
平均 血红 和 蛋白 含量 (MCH)(pg) 34.75+2.21 
平均 血红 和 蛋白 浓度 (MCHC)(g/L) 316.50+9.47 
血小板 数量 (PLT)(x10”) 422+127.24 


胸腺 、 旨 上 腺 、 小 肠 组 织 、 小 肠 淋 巴结 和 卵巢 等 主 
要 脏 需 的 石 姑 切片 均 未 发 现 显 赦 异 种 ; 畦 丸 大 小 基 
本 正 第 ， 大 多 数 生 精 小 管 发 育 正 第 ， 其 内 可 见 处 于 
不 同 发 育 阶 段 的 各 级 生 精 细胞 ;少数 生 精 小 管内 无 
生 精 细胞 ， 只 见 支 持 细 胞 ， 官 腔 内 含有 分 泌 物 ，HE 
染色 旦 粉红 色 泡 沫 状 (图 5)。18.5 日 龄 整体 胎 鼠 的 
连续 石蜡 切 厂 中 ， 生 殖 腺 结构 明显 异常 :野生 型 雄 
展 时 丸 中 精 曲 小 管 结构 清晰 ， 糊 原 细 胞 位 于 精 曲 小 
管内 及 粤 丸 间 质 中 (图 6ab)，W- ”0 雄 鼠 精 曲 





W-38a 突 变 纯 合 子 小 鼠 (X45) 


.3Bao/-3B , 
W™ BBao homozygous mice 
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P 值 (z 检验 )) 
P value (1 test) 


3.95+0.57 0.10—0.20 
0.21+0.09 =0.001 
20.5+5.26 =0.001 
0.034+0.013 0.01-0.02 
154.25+7.69 =0.001 
100.25+16.23 =0.001 
033.3 士 130.47 0.002-0.005 
112.5+97.12 0.01--0.005 





小 管 轮廓 不 清 ， 部 分 有 形成 精 曲 小 管 趋势 ， 精 怕 细 
胞 数量 、 形 态 与 野生 型 相当 ， 但 这 些 细胞 全 部 位 于 
界 丸 间 质 中 ， 疯 未 迁 入 精 曲 小 定 (图 6c，d)。 野 生 
型 好 限 卵 党 ,细胞 排列 呈 团 块 状 或 条 索 状 ， 卵 原 细 
胞 深 染 ， 周 围 呈 空 泡 状 ， 形 成 原始 卵泡 结构 〈 图 
6e,f); W™ ”3% 卵 集 内 细胞 密集 ， 弥 散 片 状 排列 ， 





未 形成 原始 卵泡 基本 结构 (图 6g, h)。 骨 艇 、 肝 、 
脾 等 造血 需 官 及 其 他 喜 官 未 见 显 车 异 音 〈 肯 髓 切片 
见 图 7)。 











5 HE 染色 示 W- * 杂 合 子 小 鼠 举 丸 结构 
Fig.5 Testis structure of W- 85ao heterozygous mouse and control by HE staining 
a,b 为 B6” 小 鼠 ; c,d 为 W "小 鼠 。* 示 发 育 异常 精 曲 小 管 ; HE 染色 。a, ce X100，b, d 分 别 为 a, c 黑 框 部 分 放大 (X400)。 


十 /十 


aandb were BO6 


x400 for the box part of a and c respectively. 


mouse, c and d were WB°* mouse. Abnormal contorted seminiferous tubules are marked with *. HE staining, a and c x100, bandd 
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图 6 18.5 天 小 鼠 豚 胎生 殖 腺 结构 
Fig.6 Genital gland Structure of mouse embryo at the age of 18.9 day 
a，b 为 B6 ”小 鼠 奋 丸 〈 以 t 坏 之)， 黄 色 箭 头 示 精 曲 小 管内 精 原 细胞 ， 黑 色 箭头 示 睾 丸 间 质 中 精 原 细 胞 ，c，d 为 We 小 鼠 因 丸 ， 黑 色 箭头 
示 奋 丸 间 质 中 精 原 细胞 ， 精 曲 小 管内 则 无 精 原 细胞 ，e, 擅 B6” 小 鼠 卵 梨 〈 以 0 示 之 )， 黑 色 箭头 示 原 始 卵 泡 结 构 ，g, hb 为 W ”3% 小 鼠 卵 巢 ， 
细胞 排列 弥散 ， 无 原始 卵泡 结构 。HE 染 色 ，a, c, e, g x200，b, d, f, h x1000。 


十 /十 


aandb were the testes ofB6 mouse marked with t yellow arrows Show the spermatogonium in contorted seminiferous tubules, black arrows show the 


-3Bao/3Bao 


spermatogonium in interstitial tissue of testis; ¢ and d were the testes of W mouse marked by t, black arrows show the spermatogonium in 


interstitial tissue of testis and no spermatogonium lies in contorted seminiferous tubules; e and f were the ovary of B6”” 


W 3Bao3Bao 


mouse marked with O, black 
arrows show primordial follicles; g and h were the ovary of 


are not seen. HE staining, a, ¢, e, g X200 and b, d, f, h x1000. 


mouse marked with O, the cells are irregularly arranged and primordial follicles 





图 7 18.5 天 小 鼠 豚 胎 骨 散 切 片 
Fig.7 Paraffin sections of bone marrow for the embryos of the 18.5-day-old mice 
a 为 B6” 小 鼠 ，b 为 W "小 鼠 ， 两 者 胚胎 骨髓 切片 无 显著 差异 。HE 染 色 ，X1000。 
There is no significant difference of bone marrow for the 18.5-day-old embryos between the B6 mouse (a) and the W™™° 38% mouse (b). HE staining 
x1000. 


3 讨 论 细胞 外 配 体 结合 域 ， 一 个 短 的 玻 水 跨 膜 域 和 一 个 细 
胞 内 酷 迄 酸 激酶 功能 域 ， 后 者 被 一 个 短 的 玻 水 片段 

Kit 重 白 由 975 个 氨基 酸 构成 , 包含 3 个 主要 功 ”分 隔 成 两 个 部 分 ， 其 配 体 是 干细胞 生长 因子 (stem 

能 区 域 : 一 个 具有 5 个 免疫 球 重 日 类 似 重 复 友 列 的 。 cell factor, SCF)。SCF/c-kit 共 同 参与 多 种 细胞 信号 
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的 传导 ， 如 : JakwSTAT 信 号 途径 、PL3K 途 径 、Src 
家 族 、Ras/RafMEK/ERK 信 号 途径 ， 从 而 在 造血 及 
维持 肥大 细胞 、 畦 色素 细胞 和 精 原 细胞 的 存活 、 增 
殖 和 分 化 过 程 中 起 看 重要 作用 (Xiong et al, 2001; 
Linnekin et al, 1999:; Ronnstrand et al 2004)。W- ao 
Kit 基 因 编 码 区 第 441 位 碱 基 由 T 若 换 为 A， 使 得 其 
第 147 位 密码 子 由 UAU 变 为 终止 密码 子 UAA, 导致 
Ki 基因 只 能 编码 由 146 个 氨基 酸 组 成 的 部 分 胞 外 
区 部 分 ， 这 种 香 白 短 肽 只 包括 信号 肽 部 分 而 不 包含 
任何 已 知 的 功能 结构 域 (Xue et al, 2007)， 故 W- 5 
尽管 是 通过 ENU 廊 变 获 得 ， 但 由 于 产生 终止 密码 导 
致 了 无 义 突 变 ， 本 质 上 相当 于 Kx 基因 敬 除 小 忌 。 在 
小 鼠 基 因 组 数据 库 中 (MGI)，Kit 基 因 突 变 系 小 鼠 
一 共 97 例 (http://www.informatics.jax.org/ 

















Javaw12/servlet/WlIFetch?page=markerDetail&key=10 
603 )。 有 表 型 描述 的 Kz 基 因 突 变 系 小 鼠 共 38 种 ， 
其 中 37 种 有 色素 变化 ，22 种 血细胞 发 生 异 常 ，15 
种 有 生殖 问题 。 在 所 有 Kit 突 变 系 小 鼠 中 ，17 种 被 
鉴定 出 突变 碱 基 ， 除 5 种 大 片段 的 插入 或 缺失 ， 其 
余 均 为 错 义 突 变 且 多 位 于 KIT 策 白 的 胞 内 区 ， 与 
W ”的 突变 位 点 不 同 ， 另 有 12 种 基因 剔除 小 鼠 ， 
其 中 11 种 都 是 采用 Knock ip 策略 研究 单个 位 点 的 功 
能 ， 引 入 的 突变 位 点 也 全 部 集中 在 胞 内 的 两 个 激酶 
区 域 ,只 有 1 种 Kiz 别 除 小 鼠 W ”与 W "最 为 接近 。 
研究 者 用 lacZ 酶 奉 代 Kz 研 究 其 在 胚胎 期 表达 。 
Wieszme 小 鼠 患 严重 大 红细胞 贫血 并 于 出 生 后 死 
记 ， 但 作者 未 报道 生殖 腺 发 育 过 程 (Florence et al 
1996)。W 与 Kit 基 因 敲 除 小 鼠 W”“ 相 比 ， 表 型 特 
征 基本 一 致 ， 研 究 结 末 可 比 性 好 。 
W “突变 杂 合 子 一 条 染色 体 Kif 正 常 表 达 ， 另 
条 同 源 染 色 体 上 则 表达 无 功能 的 短 肽 ， 最 终 正 策 
的 KIT 之 间 能 形成 三 聚 体 , 但 是 数量 减少 , 引起 c-kit 
依赖 的 信号 传导 途径 的 “ 单 倍 体 功 能 不 中 ”而 出 现 日 
斑 表 型 及 部 分 精 曲 小 管 的 发 育 异 种 ， 但 本 文 发 现 突 
变 杂 合子 的 血细胞 有 发育“ 似乎 "不 受 影响 ， 只 有 当 突 
变 基 因 纯 合 后 ，Kz 基 因 的 功能 完全 丧失 ， 才 出 现 大 
红细胞 贫血 并 在 出 生 击 后 死亡 。 即便 是 Kit 基 因 功 能 
完全 缺失 导致 严重 的 大 红细胞 贫血 ，W- ”也 能 存 
活 至 出 生前 后 。 这 说 明 胚胎 早期 造血 功能 并 不 完全 
依赖 Kit 信 号 过 程 ， 而 晚期 造血 则 主要 来 源 于 Kit 信 
写 。Florence et al (1996) 曾经 报道 ， 哺 乳 动 物 发 
育 过 程 中 卵黄 时 及 胎 肝 先后 发 挥 Kit 信 号 依赖 的 造 
血 功 能 ， 来 源 于 胚 内 体腔 中 胚层 的 背 主 动脉 及 永生 





















































殖 风 附近 在 胚胎 9.5 天 至 12.5 天 间 有 不 依赖 Kit 信 号 
的 造血 功能 。 及 胎 期 背 主 动脉 及 尿 生殖 岸 附近 的 造 
血 功能 是 Kit 功 能 缺失 后 ，W™ 3 3% 小 鼠 能 够 存活 
至 出 生前 后 的 主要 原因 ，, 而 独立 于 Kit 信 号 机 制 之 外 
的 造血 功能 的 意义 以 及 他 们 与 骨 骨 造血 的 关系 尚 
待 进一步 研究 。 而 让 作者 十 分 迷惑 的 是 , Ws， -5 
小 妇 在 严 午 贫血 的 情况 下 (血色 素 只 有 正常 的 
1/15)， 上 骨髓 、 肝 脏 及 脾 等 造血 相关 器 官 并 无 显著 形 
态 学 变化 。 

成 年 W * 杂 合子 小 鼠 表 现 为 部 分 精 曲 小 管内 
生 精 过 程 异 常 , 而 纯 合 子 雄 鼠 在 豚 胎 18.5 天 时 精 原 
细胞 的 数量 并 无 显 车 减少， 但 位 于 精 曲 小 管 之 外 ， 
未 能 正常 迁徙 进入 精 曲 小 管 ， 有 理由 推测 : 正 是 由 
于 精 原 细胞 无 法 迁徙 到 精 曲 小 管内 ， 导 致 W “ 杂 
合子 后 续 发 育 的 异常 ， 而 不 是 这 些 精 曲 小 管内 生 精 
过 程 的 过 早退 化 。 先 前 关于 KRz 与 生殖 腺 关系 的 报道 
很 多 ,但 是 都 是 描述 纯 合子 小 鼠 生 殖 腺 的 异常 ， 如 
W™*“ 小 鼠 在 杂 合 子 状态 下 生殖 腺 正常 , 当 突变 基因 
纯 合 时 精 原 细胞 在 小 女 出 生 后 发 育 停止 (Ruan et al， 
2005)。 在 Kit 突 变 杂 合子 出 现 部 分 精 曲 小 管 的 发 育 
异常 的 现象 为 本 文 首 次 报道 。 男 外 ， 几 乎 所 有 资料 
强调 Ki 基因 突变 影响 原始 生殖 细胞 在 整个 发 育 过 
程 中 的 迁徙 、 增 值 、 分 化 ,但 本 文 的 研究 结果 提示 : 
可 能 束 是 在 胚胎 后 期 ， 精 原 细 胞 未 能 迁徙 a 到 精 曲 小 
管内 才 是 导致 W “小 鼠 奋 丸 异 常 的 关键 步骤 。 肉 
性 小 鼠 卵 梨 在 出 生 后 有 生殖 周期 的 差异 ， 在 胚胎 发 
育 过 程 中 无 位 置 变化 ， 卵 原 细 胞 较 早 进入 卵 偶 ， 本 
文 未 能 确定 影响 卵 梨 发 育 的 关键 步骤 。 

人 类 不 育 影响 着 大 约 10% 一 15% 的 夫妇 ， 不 育 
的 原因 男性 约 占 40%、 女 性 约 占 60%。 男 性 原 发 性 
不 育 常 华 有 无 精 或 窒 精 症 ， 遗传 因素 占 病因 的 60% 
左右 。W-” 小 鼠 作为 人 类 不 育 不 孕 的 模型 值得 进 
一 步 探 讨 。 尽 管 WwW?%% 纯 合子 小 鼠 生 殖 腺 发 育 显著 
寞 常 ， 但 是 不 能 正常 存活 ， 尚 无 法 直接 作为 人 类 不 
育 不 孕 的 模型 进行 干预 ，W- -> …”" 杂 合 子 奋 丸 发 育 异 
常 ， 但 在 本 实验 中 ，W- 9" 杂 合子 小 鼠 互 交 后 ， 解 
剖 孕 忌 19 只 ， 共 获得 胎 鼠 123 上 只， 每 宽 最 少 3 只 、 
最 多 10 只、 平均 6 只 左右 ， 这 与 正常 背景 B6 小 局 
的 繁殖 能 力 并 无 太 大 差异 ; 但 考虑 物种 差异 ， Kit 
突变 杂 合 子 仍然 可 能 影响 生殖 腺 的 发 育 ， 临 床 工作 
中 应 注意 Ki 突变 杂 合 子 与 不 育 不 孚 的 关系 。 与 
WW 小 鼠 杂 合子 一 致 , 由 于 Kit 基因 突变 导致 的 “ 花 
斑马 ”白化 病 〈 斑 驭 病 ) 在 人 类 并 不 罕见 ， 表 现 为 
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头 部 或 肛 干 上 腹 侧 三 角形 日 王 ， 多 通过 皮肤 移植 修 
复 , Kit 突 变 系 小 上限 为 这 类 疾病 的 其 他 治疗 方法 的 开 
发 提供 了 材料 (Fleischman et al 1991)。 人 类 由 于 
叶酸 或 维生素 B12 缺乏 、DNA 合 成 障碍 导致 大 红 细 
胞 性 贫血 。 依 据 现 有 资料 ，W™ 纯 合子 小 鼠 的 大 
红细胞 贫血 不 太 可 能 与 人 类 的 大 红细胞 贫血 有 一 
致 的 病因 ， 但 由 于 十 分 相似 的 表 型 特征 ， 两 者 之 间 
有 可 能 存在 部 分 相同 的 机 制 。 另 一 方面 ， 本 研究 也 
提醒 相关 研究 者 ， 人 类 大 红细胞 贫血 也 可 能 存在 其 
他 致 病原 因 ， 尤 其 人 类 大 红细胞 贫血 病人 经 补充 叶 
酸 或 维生素 B12 治疗 效果 不 佳 的 病例 也 应 该 考虑 
Kit 功 能 缺失 的 可 能 性 。 

本 实验 仅仅 驶 突变 基因 纯 合 子 小 导 的 血液 学 
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及 组 织 病 理 变 化 进行 了 初步 研究 ， 据 报道 ，Kzr 基 因 
上 其 有 显 秋 的 “多 效 性 ”， 在 人 类 及 小 限 ，KIT 及 其 配 
体 KITL 突 变 除 了 黑色 素 细胞 、 原始 生殖 细胞 及 造血 
细胞 外 ， 还 可 能 引起 肥大 细胞 减少 及 肝 细 胞 发 育 异 
和 等 (Broudy，1997; Rajaraman et al，2003; Kapur 
et al, 1999; Magnol，2007)。 由 于 W-” 5" 纯 合子 小 鼠 
能 够 存活 全 出 生前 后 ， 而 且 根据 小 鼠 外 观 即 可 识别 
纯 合 子 ， 这 一 小 限 不 仅 是 研究 胚胎 造血 机 制 以 及 生 
殖 细胞 发 育 的 极 好 模型 , 而 且 对 研究 Kizt 基 因 功 能 缺 
失 导 致 的 其 他 弄 币 表 型 的 发育 提供 了 材料 。 
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